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La presente invention concerne le domaine de la biologie. Elle concerne 
notamment le domaine de la regulation de I'expression de genes et, plus 
particulierement, elle decrit la mise au point et le developpement d'un nouveau 
systeme de regulation pharmacologique de I'expression de transgenes. L'invention 
repose notamment sur I'utilisation de constructions permettant d'activer la 
transcription du transgene dans des cellules, tissus ou organes en condition 
dlnf lamination. L'invention decrit ainsi de nouvelles compositions, constructions et 
methodes permettant la regulation efficace de I'expression d'un acide nucleique in 
vitro, ex vivo ou in vivo, par exemple dans les cellules chondrocytaires. Les 
applications qui decoulent de la presente invention sont nombreuses, dans les 
domaines experimentaux, cliniques, therapeutiques ou diagnostiques, par exemple. 

Le controle du niveau et de la duree de ('expression des transgenes est 
necessaire pour de nombreuses applications. Ainsi, la therapie genique, la 
production de proteines recombinantes in vitro, la construction d'animaux 
transgeniques, I'etude des effets d'un gene ou de la biodisponibilite d'une proteine, 
etc. sont autant de situations dans lesquelles un controle approprie de I'expression 
genetique peut etre mis en oeuvre et apporter des ameliorations. 

La therapie genique vise plus particulierement a exprimer des genes (ou 
acides nucleiques) soit defectifs chez un individu donne, soit d'interet therapeutique 
dans le cadre d'une pathologie specifique. L'expression de ces genes necessite, en 
dehors de procedure de vectorisation, une induction par un promoteur qui fixe 
TARN polymerase et les facteurs de transcription requis pour obtenir la synthese 
d'ARN messager et done la synthese proteique. Les promoteurs viraux ou 
eucaryotes non-inductibles sont frequemment utilises en therapie genique pour 
exprimer un gene au niveau d'un tissu. Bien que facile a realiser, cette approche ne 
permet pas la regulation de I'expression du transgene en fonction de 
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Tenvironnement et des stimuli externes. De plus, le gene dirige par un promoteur 
viral s'exprimera indifferemment dans toutes les cellules dans lesquelles le vecteur 
aura penetre, sans aucun ciblage. Enfin, les experimentateurs se sont parfois 
heurtes a la faiblesse de I'expression du promoteur viral in vivo par rapport a celle 
5 constatee in vitro. 

Differents regulateurs de transcription artificiels ont ete concus dans I'art 
anterieur, actives par une molecule xenobiotique qui se lient sur les sequences 
promotrices de la transcription du transgene. 

10 Une premiere illustration de ces regulateurs a ete construite par fusion du 

represseur Lac de E. coli avec le domaine transactivateur de VP16 du virus herpes 
simplex (HSV). Deux versions de ces regulateurs existent, I'une pouvant etre 
activee par I'isopropyl b-D-thiogalactoside (IPTG) et I'autre inactivee par I'IPTG 
(Bairn S. et coll., Proc Natl Acad Sci U S A, 88 (1991) 5072-5076 ; Labow M. et 

1 5 coll . , Mol. Cell. Biol. ,10(1 990) 3343-3356) . 

Un autre systeme a ete construit par fusion du represseur Tet de E. coli avec 
le domaine transactivateur de VP16 de HSV. II existe egalement deux versions de 
ces regulateurs, I'une pouvant etre activee par la tetracycline ou ses derives et 
I'autre inactivee par ces memes molecules (Gossen M. et Bujard H., Proc Natl 

20 Acad Sci U S A, 89 (1992) 5547-5551; Gossen M. et coll., Science, 268 (1995) 
1766-1769). 

Un autre systeme a ete construit par fusion du domaine de liaison a I'ADN de 
la proteine GAL4 de S. cerevisiae avec le domaine de liaison au ligand du 
recepteur humain a la progesterone et le domaine transactivateur de VP16 de 
25 HSV, cette version est activee par un analogue de la progesterone tel que le 
RU486 (Wang Y. et coll., Proc Natl Acad Sci U S A, 91 (1994) 8180-8184). Une 
fusion du recepteur a I'ecdysone de drosophile avec le domaine transactivateur de 



VP16 de HSV a egalement ete decrite, activee par I'ecdysone et les analogues de 
cette hormone steroidienne (No D. et coll., Proc Natl Acad Sci U S A, 93 (1996) 
3346-3351). Un autre systeme tire parti de la capacite de certaines molecules 
immunosuppressives (cyclosporine A, rapamycine et ses derives) de promouvoir 
Tassociation de certaines proteines cellulaires. Un regulateur transcriptionnel est 
alors constitue de deux sous-unites proteiques, la premiere peut etre formee par la 
fusion d'un domaine de liaison a I'ADN chimerique et de trois copies de la proteine 
humaine FKBP et la deuxieme par la fusion du domaine de liaison a la rapamycine 
de la proteine humaine FRAP et du domaine transactivateur de la sous-unite p65 
de NFkB humain. Ce regulateur transcriptionnel est active par la rapamycine qui 
permet la dimerisation des deux sous-unites (Rivera V. et coll., Nat Med., 2 (1996) 
1028-1032). 

Meme si ces systemes permettent d'obtenir des niveaux de regulation 
satisfaisants dans certains tissus, ils presentent neanmoins certains inconvenients 
qui limitent leurs conditions d'utilisation. Ainsi, ces regulateurs transcriptionnels sont 
des proteines xenogeniques chez I'homme. Elles sont en effet constituees de 
fragments proteiques provenant de bacterie, de virus, de levure ou d'insecte ou, 
lorsque les domaines proteiques sont d'origine humaine, leur jonction cree des 
sequences etrangeres a I'homme. Ces domaines proteiques peuvent done induire 
une reaction immunitaire cytotoxique, entramant la destruction des cellules qui 
expriment le gene d'interet sous controle du regulateur transcriptionnel 
xenogenique, et ainsi I'arret de I'expression du transgene. Cette situation peut 
imposer le recours a des administrations repetees du gene therapeutique, ce qui 
constitue un inconvenient important, notamment lorsque cela implique un acte 
chirurgical traumatique, et qui n'est pas toujours efficace, notamment lorsque le 
vecteur du gene therapeutique est un virus dont la premiere injection provoque une 



reaction immunitaire. En outre, les niveaux d'expression observes avec les 
systernes de regulation de Tart anterieur ne sont pas toujours satisfaisants. 

La presente invention decrit maintenant un nouveau systeme ameliore pour 
I'expression controlee decides nucleiques dans des cellules. Cette invention 
5 propose un promoteur hybride inductible par les principaux mediateurs de 
Tin flam mat ion et par des composes exogenes. Ce promoteur conduit 
preferentiellement I'expression d'un gene au niveau du tissu siege d'une 
inflammation, en reponse aux mediateurs synthetises au cours du processus 
inflammatoire. Uinteret principal de ce promoteur reside dans la possibility d'une 

10 expression du gene-medicament modulable en fonction de I'intensite de 
I'inflammation. De plus, I'expression du gene peut-etre augmentee en cas de prise 
d'AINS. II s'agit done d'une approche transposable a de nombreuses situations 
inflammatoires pour lesquelles une therapie genique est envisagee. 

La presente invention reside plus particulierement dans la construction d'un 

15 promoteur hybride comprenant un module de reponse aux PPAR et un module de 
reponse aux cytokines produites lors de I'inflammation. Ce deuxieme module 
comprend plus particulierement des sequences derivees du promoteur du gene de la 
phospholipase A2 secretee non pancreatique (PLA2s) de type IIA-1, qui est exprime 
dans certaines cellules humaines, notamment les chondrocytes, dans des conditions 

20 d'inflammation. La combinaison de ces deux modules permet de generer un 
promoteur assurant une expression specif ique de genes en condition d'inflammation, 
expression qui peut etre augmentee par les mediateurs ou des medicaments anti- 
inflammatoires exogenes. Comme il sera illustre dans les exemples, ce promoteur 
hybride possede preferentiellement une activite basale faible, mais une activite en 

25 condition d'induction tres elevee. Ce type de promoteur est done particulierement 
adapte a I'expression de produits ayant une activite anti-inflammatoire, comme il 
sera explique en details dans la suite du texte. Les promoteurs de Tinvention sont 
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tout particulierement avantageux pour I'expression de genes dans les tissus 
articulaires, notamment les chondrocytes, dans differentes situations pathologiques 
dans lesquelles une composant inflammatoire est presente, et en particulier 
Tarthrose. 

5 L'arthrose est une maladie du vieillissement qui s'accompagne de 

destructions articulaires entraTnant un degre variable d'invalidite (Chevalier X, 1998). 
Le traitement de cette pathologie est actuellement considere comme une priorite en 
terme de sante publique du fait de sa frequence et du handicap qu'elle provoque. Au 
plan physiopathologique, meme si les mecanismes d'initiation restent encore mal 

10 compris, la cible tissulaire responsable de la destruction articulaire est le cartilage, 
tissu compose d'une matrice extracellulaire riche en collagene de type II et en 
proteoglycanes et des chondrocytes articulaires, seul type cellulaire du cartilage, qui 
sont responsables de la synthese matricielle. Les chondrocytes secretent egalement 
des facteurs de croissance et des inhibiteurs naturels de proteases (activite 

15 anabolique) ainsi que des proteases (activite catabolique). Physiologiquement, il 
existe un equilibre entre ces activites (homeostasie cartilagineuse). Au cours de 
l'arthrose, on assiste a un desequilibre au detriment de I'activite anabolique du fait 
de la stimulation de synthese de proteases (essentiellement des metalloproteases) 
et d'une inhibition de synthese d'inhibiteurs de metalloproteases (TIMP ou tissu 

20 inhibitor of metalloproteases) (Lefebvre V et al, 1997; Dean J et al, 1990; Hornebeck 
W, 1990). Ces modifications de synthese sont dues a la presence de mediateurs 
pro-inflammatoires produits par les chondrocytes et retrouves en grandes quantites 
dans les liquides synoviaux de malades souffrant d'arthrose ou de polyarthrite 
rhumatoide, des cytokines (IL-1 , TNF) et des mediateurs lipidiques, en particulier la 

25 prostaglandine E2. Cette prostaglandine, stimule la synthese de collagene a basse 
concentration comme le facteur de croissance mais Tinhibe a haute concentration 
(Di Battista JA et al, 1 996). 
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La presente invention propose a present des promoteurs transcriptionnels 
hybrides qui sont particulierement adaptes a I'expression de genes therapeutiques 
dans les pathologies articulaires comme I'arthrose. En outre, l'invention decrit 
egalement des constructions assurant un ciblage du transfer! et/ou de 1'expression 
5 d'un gene d'interet dans les chondrocytes, ameliorant encore les proprietes 
avantageuses des constructions pour ce type duplications. 

Un premier objet de l'invention reside plus particulierement dans un promoteur 
hybride comprenant : 
10 a) un element de reponse a un PPAR et 

b) tout ou partie du promoteur du gene PLA2s II A. 

La presente invention reside notamment dans la mise en evidence que ce 
type de construction produit un effet synergique sur I'activite d'expression, sans 
15 alterer le caractere regule et specif ique (ou preferentiel) des situations 
d'inflammation. L'invention decrit egalement des vecteurs, plasmides . et 
compositions comprenant ces promoteurs, ainsi que leurs utilisations pour 
I'expression de genes in vitro, ex vivo ou in vivo. 

20 Le premier element des promoteurs hybrides de l'invention comprend done un 

element de reponse a un PPAR. Les PPARs (Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptors) appartiennent a la superfamille des recepteurs nucleaires comprenant 
les recepteurs aux hormones steroTdes, les recepteurs aux hormones thyroidiennes 
a Tacide retinoique et a la vitamine D (Schoonjans K et al, 1996). Les PPARs 

25 existent sous trois isoformes : le PPARa, le PPARp et le PPARy. Les PPAR se lient 
a des sequences specifiques au niveau des promoteurs de genes cibles (sequences 
PPRE), et induisent I'expression de ces genes. 
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Un element de reponse a un PPAR (PPRE, "Peroxysome Proliferates 
Response Element") est done une region d'acide nucleique capable de fixer un 
PPAR, la liaison du PPAR pouvant ensuite medier un signal vers des regions 
nucleiques voisines, notamment les regions derivees de PLA2s selon I'invention. 
5 Un element de reponse a un PPAR selon Hnvention est plus particulierement une 
region d'acide nucleique capable de lier un PPAR, qu'il s'agisse de PPARa, p ou y 
II s'agit encore plus preferentiellement d'un acide nucleique capable de lier un 
PPARa ou un PPARy. Pour la mise en oeuvre de I'invention, I'element de reponse a 
un PPAR comprend plus particulierement un ou plusieurs sites de liaison du PPAR. 
10 De tels sites de liaison ont ete decrits dans I'art anterieur, comme par exemple 
dans differents promoteurs humains (site consensus DR1, gene de 
I'apolipoproteine All, par exemple). De tels sites peuvent egalement etre construits 
artificiellement, et testes pour leurs proprietes de PPRE, comme il est decrit ci- 
apres. 

15 Dans un mode particulier de realisation de ('invention, I'element de reponse a 

un PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence 
C AAA ACT AG GTC A A AG GTC A (SEQ ID NO:1) ou de variants fonctionnels de cette 
sequence. La sequence SEQ ID NO: 1 correspond a la region consensus DR1 . 

Le terme variant fonctionnel designe toute sequence modifiee conservant les 

20 proprietes de PPRE telles que mentionnees ci-dessus, e'est-a-dire notamment la 
capacite de lier un PPAR. Les modifications peuvent comprendre une ou plusieurs 
additions, mutations, deletions et/ou substitutions de nucleotides dans la sequence 
consideree. Ces modifications peuvent etre introduites par les methodes classiques 
de la biologie moleculaire, telles que notamment la mutagenese dirigee ou, plus 

25 pratiquement, par synthese artificielle de la sequence dans un synthetiseur. 
Generalement, les variants conservent au moins 50% des residus de la sequence 
initiale indiquee. Plus preferentiellement, les variants possedent des modifications 
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affectant moins de 8 nucleotides dans la sequence consideree. Les variants ainsi 
obtenus sont ensuite testes pour leur activite de PPRE. Cette propriete peut etre 
verifiee de differentes fa?ons, et notarnrnent: 

(i) par mise en contact de la sequence test avec un PPAR (par exemple dans 
5 un test acellulaire), et detection de la formation d'un compiexe (par exemple par 

retard de migration sur gel); 

(ii) par insertion de la sequence test dans une cassette d'expression 
comprenant un promoteur minimal et un gene rapporteur, introduction de la 
cassette dans une cellule, et detection (le cas echeant dosage) de I'expression du 

10 gene rapporteur en presence et en 1'absence d'un PPAR et d'un ligand d'un PPAR; 

(iii) par toute autre technique connue de I'homme du metier, permettant de 
mettre en evidence Interaction entre un acide nucleique et une proteine,,par 
exemple. 

Un variant est considere comme fonctionnel au sens de la presente invention 
15 lorsque I'activite mesuree, par exemple en (ii) ci-dessus, est preferentiellement au 
moins egale a 50% de celle mesuree avec un site de sequence SEQ ID NO:1 , plus 
preferentiellement au moins egale a 75%. Des variants fonctionnels de sites de 
liaison de PPAR au sens de I'invention sont decrits par exemple dans Juge-Aubry 
et al. (J. Biol. Chem. 272 (1997) 25252) et dans Nakshatri et al. (NAR 26 (1998) 
20 2491 ), incorpores a la presente par reference. 

Des exemples specifiques d'elements de reponse a un PPAR selon I'invention 
sont represents par les elements (DR1)2 17 (SEQ ID NO :2), (DR1)2 21 (SEQ ID 
NO :3) et (DR1)2 31 (SEQ ID NO :4) tels que decrits dans les exemples, ou des 
variants fonctionnels de ceux-ci. 
25 Un autre variant est un fragment de la sequence SEQ ID NO :1, comprenant 

les residus 8-20 de celle-ci. 
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Les sequences SEQ ID NO:1-4 selon Tinvention represented des PPRE 
repondant essentiellement aux PPARa et y. Comme il est illustre dans les 
exemples, ces sequences possedent une forte inductibilite par les PPAR, liee 
notamment a ragencement particulier des sites de liaison. A cet egard, un objet 
5 particulier de Tinvention reside egalement dans un acide nucleique comprenant une 
sequence choisie parmi SEQ ID NOS :2-4. 

Selon un autre mode particulier de realisation, I'element de reponse a un 
PPAR comprend un ou plusieurs sites J du promoteur de I'apoAII humain 

10 (nucleotides -734 a -716) ou des variants fonctionnels de cette sequence, qui 
repond a I'activation par les PPAR(3. 

Comme indique ci-avant, dans les compositions selon Pinvention, I'element de 
reponse au PPAR peut comprendre plusieurs sites de liaison a un PPAR. II peut 
s'agir d'une repetition d'un meme site, ou de combinaisons de sites differents, la 

15 repetition de sites identiques etant preferee. Plus particulierement, I'element de 
reponse comprend jusqu'a 30 sites de liaison, de preference de 3 a 20, plus 
preferentiellement de 1 a 5. Un mode de realisation prefere de invention est une 
construction comprenant 2 sites de liaison DR1, les resultats presentes dans les 
exemples montrant les proprietes avantageuses de telles constructions en termes 

20 d'induction et de niveaux d'expression, notamment dans les cellules chondrocytes 
(SEQ ID NO : 2-4). 

Pour la realisation d'un promoteur hybride selon Tinvention, I'element (a) de 
reponse a un PPAR est associe a tout ou une partie du promoteur PLA2s IIA-1 
25 (element b)). 

La phospholipase A2 secretee non pancreatique est une proteine activee par 
Pinterleukine 1 beta, et conduit a la production de mediateurs de Tinflammation, 



notamment de mediateurs lipidiques (prostaglandine E2). En particulier, la 
prostaglandine PGE2 est issue de I'activation par l'interleukine-1 (IL-1) de la 
phospholipase A 2 secretee non pancreatique (PLA 2 s) (Nevalainen TJ et al, 1993; 
Hulkower KJ, 1997) qui libere I'acide arachidonique des phospholipides et de la 
5 cyctooxygenase inductible (COX-2) (Amin AR, 1997; Geng Y et al 1995; Knott et al 
1994), cette derniere convertit I'acide arachidonique en PGH2. La PGH2 est 
ensuite convertie en PGE2 par la PGE synthase. Deux types de phospholipases 
A 2 ont ete mis en evidence dans les cellules humaines, notamment dans les 
chondrocytes. La phospholipase A 2 secretee non pancreatique (PLA 2 s) est une 

10 proteine de 14 kDa abondamment synthetisee et secretee dans les liquides 
synoviaux inflammatoires (Seilhamer JJ et al , 1989). La phospholipase A 2 
cytosolique (PLA 2 c) est une proteine cytosolique de 85 Kda dont ('activation passe 
par sa phosphorylation par les MAP kinases et sa translocation a la membrane 
(Clark JD et al, 1991). L'IL-1 induit I'expression des genes COX-2 et PLA 2 s sans 

15 affecter celle du gene PLA 2 c dans les chondrocytes (Berenbaum F et al, 1994; 
Jacques C et al, 1997). Les taux de PLA 2 secretee dans Tarticulation et dans le 
serum sont correles avec le degre de I'inflammation, notamment le degre de 
Tarthrose dans le cas des chondrocytes (Pruzanski W et al, 1994; Lin M et, al, 
1996). La cooperation entre la PLA2s et la COX-2 aboutit a une production 

20 prolongee (>48 heures) de prostaglandine PGE2 sous la stimulation de l'IL-1 p 
(Bingham CO et al 1996; Kuwata H et al, 1998) tandis que la PLA2c et la 
cyclooxygenase constitutive COX-1 seraient responsables d'une reponse precoce. 
Dans nos travaux precedents, une correlation entre la synthese de PGE2 et le taux 
d'activite de PLA 2 s liee aux membranes chondrocytaires avait ete montree 

25 (Jacques C et al 1997). 

La presente invention propose a present d'utiliser tout ou partie du promoteur 
du gene PLA2s pour reguler I'expression d'acides nucleiques d'interet, dans des 
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applications therapeutiques notamment. ^invention propose notamment d'utiliser 
tout ou des parties fonctionnelles du promoteur PLA2s IIA, pour la construction 
d'un promoteur hybride regule actif dans les cellules presentant une situation 
d'inflammation. A cet egard, les demandeurs ont montre qu'un fragment de 247 
5 paires de base en amont du premier exon du gene humain de la PLA2s IIA (SEQ 
ID NO :5) etait responsable d'une stimulation de 6 a 8 fois de I'activite du gene 
rapporteur CAT par NL1 p dans les chondrocytes de lapin en culture primaire. Trois 
regions regulatrices ont ete caracterisees dans ce promoteur : La region proximale 
(-85/-114) assure une activite transcriptionnelle basale et lie le facteur Sp1 ; La 
10 region distale (-247/-210) lie des membres de la famille NF1 et le recepteur aux 
glucocorticoides, qui stabilisent la fixation des facteurs C/EBP entre les positions - 
198/-190 par rapport au site d'initiation de la transcription. La famille des facteurs 
C/EBP comporte trois membres activateurs principaux C/EBPa, C/EBPp et 
C/EBP5. Les facteurs C/EBPp et C/EBP8 sont actives au niveau transcriptionnel et 
15 post-transcriptionnel par les cytokines pro-inflammatoires. lis sont exprimes dans 
les chondrocytes alors que C/EBPa ne Test pas. C/EBPp et C/EBP8 sont 
responsables de I'activation de la transcription du gene de la sPLA2-IIA par l'IL1p. 
Les demandeurs ont maintenant montre qu'ils interviennent egalement de maniere 
critique dans I'induction de la transcription du gene de la COX-2 par NL-ip dans les 
20 chondrocytes humains et de lapin. 

Dans un mode particulier de realisation, Telement b) des promoteurs hybrides 
de Tinvention comprend tout ou partie de la sequence SEQ ID N :5 ou d'un derive 
fonctionnel de celle-ci. La sequence SEQ ID NO :5 correspond aux nucleotides -247 
& +20 du gene humain de la PLA2s IIA (residus 5 a 271). 
25 Le terme « partie » designe plus particulierement tout fragment de la 

sequence consideree conservant une fonctionnalite biologique. II s'agit plus 
particulierement d'une partie assurant une activite transcriptionnelle basale au 
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promoteur hybride (boite TATA, par exemple) et un caractere regulable par les 
mediateurs de Inflammation, notamment par l'interleukine-ip. 

A cet egard, une variante preferee de I'invention concerne un promoteur 
hybride comprenant au moins une partie du promoteur PLA2s II A conferant 
5 Tinduction par l'interleukine-1 p. 

Plus particulierement I'element (b) d'un promoteur hybride selon invention 
peut comprendre les sequences suivantes : 

- au moins les residus 51 a 61 de SEQ ID NO :5 (correspondant environ aux 
residus -200/-191 du gene PLA2s IIA humain), impliques dans la regulation par NL1, 

10 et/ou, 

- au moins les residus 23 a 32 de SEQ ID NO :5 (correspondant environ aux 
residus -229/-220 du gene PLA2s IIA humain), representant un demi site NF1 et un 
demi site GRE (ces sequences sont impliquees dans la regulation par certains 
composes comme la dexamethasone), et/ou 

15 - au moins les residus 148 a 155 de SEQ ID NO :5 (correspondant environ 

aux residus -104/-97 du gene PLA2s IIA humain), impliques dans la liaison de Sp1, 
et/ou 

- au moins les residus 5 a 170 de SEQ ID NO :5 (correspondant environ aux 
residus -247A85 du gene PLA2s IIA humain), ou encore 

20 - au moins les residus 51 a 170 de SEQ ID NO :5 (correspondant environ aux 

residus -200/-85 du gene PLA2s IIA humain). 

Un exemple specifique de promoteur hybride comprend un element de 
reponse au PPAR (DR1)2 21 lie au fragment -247/+20 du gene PLA2s IIA. Un tel 
25 promoteur comporte la sequence SEQ ID NO :6, qui est egalement un objet 
particulier de la presente invention. Dans cette sequence, I'element PPRE 
correspond essentiellement aux residus 13-53 et I'element PLA2s aux residus 62- 
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332. Les residus 1-12 et 54-61 correspondent a des regions neutres sur le plan 
fonctionnel, resultant d'etapes de clones et permettant de modifier la structure du 
promoteur (sites de clonage). 

Bien entendu, des variations de sequence peuvent intervener dans les regions 
5 considerees, sans affecter de maniere substantielle Tactivite transcriptionnelle du 
promotreur hybride de Pinvention (mutations, deletions, substitutions, insertions, 
etc.), notamment sur une a cinq bases. II est entendu que de tels variants 
represented des modes de realisation specifiques de la presente invention. 



10 L'element de reponse au PPAR (PPRE) et la region derivee de PLA2s HA 

sont agences de maniere fonctionnelle dans le promoteur hybride de Pinvention, 
c'est-a-dire de sorte que le promoteur hybride exerce une activite transcriptionnelle 
en presence de mediateurs de rinflammation, de preference regulee par Pelement 
PPRE. 

15 Preferentiellement, Pelement a) est positionne en amont (en 5') de Pelement 

(b) dans le promoteur hybride (Cf figure 1). Cette configuration permet en effet 
d'assurer un niveau d'expression eleve et regule dans les cellules, en presence de 
mediateurs de rinflammation (LTB4) et/ou d'activateurs de PPAR. 

Les differents domaines fonctionnels ci-dessus peuvent etre lies directement 
20 les uns aux autres, ou separes par ou associes a des nucleotides n'affectant pas 
significativement le caractere regule du promoteur. De tels nucleotides peuvent etre 
des residus neutres sur le plan fonctionnel, resultant par exemple d'etapes de 
clonage (extremites PCR, sites de restriction, etc.). Ces nucleotides peuvent aussi 
posseder des proprietes biologiques, permettant de conferer des caracteristiques ou 
25 performances ameliorees au systeme de Pinvention (amplificateur de genes de 
menage, amplificateur tissus specifiques, silenceur, intron, site d'epissage, etc.). A 
cet egard, dans un mode de realisation particulier de Pinvention, le promoteur 
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hybride comprend en outre un element c) conferant une specificite tissulaire. Cet 
element c) peut etre localise entre les elements a) et b), ou en aval (3') de ('element 

b) . Le terme « specificite tissulaire » designe une expression preferentielle ou 
majoritaire dans un (type) de cellules donne, sans toutefois exclure totalement une 

5 expression residuelle ou moins importante dans d'autres cellules. 

Un objet particulier de I'invention reside plus specifiquement dans un 
promoteur transcriptionnel hybride comprenant, dans Porientation 5'->3' : 
a) un element de reponse a un PPARa et/ou y comprenant de preference tout ou 
partie d'une sequence SEQ ID NO :1 a 4, 
10 b) tout ou partie de la sequence SEQ ID NO :5, et 

c) le cas echeant, un element conferant une specificite tissulaire. 

Dans une application particuliere, I'elernent c) confere une specificite 
d'expression pour les cellules chondrocytaires, et notamment il comprend tout ou 

15 partie de la sequence SEQ ID NO :7 ou d'un variant de celle-ci. Ce type de 
promoteur est particulierement adapte a I'expression regulee et selective d'acides 
nucleiques dans les chondrocytes, notamment en situation d'inflammation (arthrose). 

La matrice cartilagineuse est constitute d'un grand nombre de proteines 
collageniques et non collageniques. Certains genes codant pour des proteines de 

20 cette matrice sont exprimes specifiquement par le chondrocyte comme les genes du 
collagene de type II, de Tagrecane, de la matrilin-1 (ou cartilage matrix protein) et de 
la chondroadherine. Ces deux dernieres proteines interagissent specifiquement avec 
des integrines synthetisees par les chondrocytes et sont responsables d'un ancrage 
de la cellule aux autres composants de la matrice (Makihira S et al, 1999; Camper L 

25 et al 1997). Uexpression des genes du collagene de type II et de I'agrecane ont ete 
abondamment cites dans la litterature comme des marqueurs positifs de la 
differenciation chondrocytaire alors que la synthese du collagene de type I signe un 




phenomene de dedifferenciation (Benya P et al, 1986). Le groupe du Pr de 
Crombrugghe a identifie une sequence de 18 paires de bases necessaire et 
suffisante pour diriger I'expression du collagene de type II dans les chondrocytes. 
Cette sequence fixe un facteur nucleaire (SOX9) qui serait par ailleurs implique dans 
5 la differenciation chondrocytaire (Mukhopadhyay K et al, 1995; Zhou G et al, 1995). 
Ce facteur est colocalise avec ('expression du Collagene de type II dans les 
chondrocytes primaires. II se lie a la sequence CATTCAT au niveau du promoteur du 
gene de collagene de type II et active sa transcription. 

Pour que le gene d'interet soit exprime non plus seulement de maniere 

10 inductible mais aussi specif iquement dans le chondrocyte, des elements du 
promoteur du collagene de type II capables de fixer les facteurs SOX (SOX9, SOX6 
et L-SOX5) (Mukhopadhyay K et al, 1995; Zhou G et al, 1995; Lefebvre V et al 1997) 
peuvent etre integres. Une sequence nucleotidique decrite par Zhou et al (1995) et 
Lefebvre V et al (1997) formee d'un duplicata de 231 pb du premier intron du 

15 collagene de type II peut etre utilisee. Cette construction s'est averee etre la plus 
efficace dans le systeme. Elle peut etre inseree en aval de la construction hybride 
(DR1)2 21 -promoteur de la sPLA2 IIA, en incluant des sites d'epissage donneur 
(SD) et accepteur (SA) de part et d'autre, ceci dans le but de constituer un premier 
intron synthetique a la suite du premier exon de 20 paires de bases non traduites du 

20 gene de la SPLA2-IIA comme represents schematiquement sur la figure 7A. 
Uinsertion d'un premier intron facilite en general I'expression du trangene situe en 
aval. Cette insertion permettrait d'une part de restreindre et d'autre part, d'amplifier 
I'expression du transgene dans les chondrocytes grace a la presence du site pour le 
facteur Sox9. Dans une autre construction, la sequence contenant les sites de 

25 liaison des facteurs Sox en tant que promoteur peut etre inseree avant les sites de 
liaison des PPARs comme represents schematiquement sur la figure 7B. 
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Un autre objet de I'invention concerne tout acide nucleique comprenant un 
promoteur hybride tel que defini ci-avant et un gene d'interet. Le gene d'interet peut 
etre tout acide nucleique (ADNc, ADNg, ADN synthetique ou semi-synthetique, ARN, 
etc.), d'origine diverse (animale, humaine, vegetale, bacterienne, virale, artificielle, 

5 etc.), codant un produit d'interet (ARN, polypeptide ou peptide). II s'agit 
avantageusement d'un acide nucleique codant un produit anti-inflammatoire, c'est-a- 
dire un produit capable de restaurer ou de reduire les phenomenes d'inflammation 
dans une cellule, tissu ou organe. Parmi les produits anti-inflammatoires, on peut 
citer notamment le TIMP ou d'autres cytokines ou enzymes capables de reduire le 

10 phenomene d'inflammation. Le produit d'interet peut etre, de maniere plus generate, 
toute enzyme, hormone, facteur de croissance, anticorps, peptide immunogene, 
lipoproteine, toxine, anticorps ou fragment d'anticorps, antisens, facteur de 
transcription, etc., d f interet therapeutique ou vaccinal. 

Le gene d'interet est generalement place en aval (3') du promoteur hybride, 

15 sous le controle transcriptionnel de celui-ci. Ainsi, un acide nucleique prefere au 
sens de Tinvention comprend, dans I'orientation 5'->3' : 

a) un element de reponse a un PPARa et/ou y. comprenant de preference 
tout ou partie d'une sequence SEQ ID NO :1 a 4, 

b) tout ou partie de la sequence SEQ ID NO :5, 

20 c) le cas echeant, un element conferant une specificite tissulaire, et 

d) un gene codant un produit d'interet, notamment therapeutique ou vaccinal. 

Un autre objet de I'invention reside dans un vecteur comprenant un promoteur 
hybride ou un acide nucleique tels que definis ci-avant. Le vecteur peut etre de 
25 nature et/ou d'origine variees, notamment plasmidique, episomique, 
chromosomique, virale, phagique, etc. Preferentiellement, le vecteur est un plasmide 
ou un virus recombinant, plus preferentiellement un plasmide. 
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Comme exemple de vecteur viral, on peut citer notamment un adenovirus 
recombinant, un retrovirus recombinant, un AAV, un herpes virus, un virus de la 
vaccine, etc., dont la preparation peut etre realisee selon les methodes connues de 
I'homme du metier. 

5 Concernant les plasmides, on peut mentionner tout plasmide replicatif ou 

integratif, compatible avec une utilisation dans les cellules mammiferes, notamment 
humaines. 

Un autre objet de I'invention reside dans une composition comprenant un 
10 acide nucleique ou un vecteur tels que definis ci-avant. La composition peut contenir 
par ailleurs tout vehicule acceptable pour une administration in vivo ou ex vivo de 
ces constructions (notamment tout vehicule pharmaceutiquement acceptable), et/ou 
pour une conservation stable de celles-ci. Comme vehicule on peut citer notamment 
des solutions salines, tamponnees, isotoniques, comprenant eventuellement des 
15 additifs tels que des polymeres ou proteines de haut poids moleculaires. Par ailleurs, 
les compositions de I'invention peuvent comprendre des agents facilitant la 
penetration des constructions genetiques de I'invention dans les cellules. On peut 
citer notamment des lipides, polymeres, peptides, etc., permettant d'ameliorer la 
transfection cellulaire. 

20 A cet effet, une composition particuliere selon I'invention comprend un ou 

plusieurs lipides polycationiques, eventuellement couples a des polymeres 
polycationiques. Ce type de formulation est particulierement adapte au transfer! de 
g§nes dans les chondrocytes, qui sont entoures par une matrice riche en 
proteoglycanes charges negativement. Des lipides polycationiques peuvent done 

25 s'integrer facilement dans cette matrice. L'adjonction de polymeres polycationiques 
comme le PEI (polyethyleneimine) comprenant des amines incompletement 
protonables au pH physiologique permet d'augmenter I'efficacite de la transfection 
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des chondrocytes. Ces amines fonctionnent comme une eponge a protons aux 
proprietes endosomolytiques. L'ensemble constitue des lipides cationiques, du PEI 
et du plasmide porteur du transgene constitue une composition particuliere preferee 
dans le cadre de la presente invention. 
5 D'autre part, les compositions de I'invention peuvent aussi comporter un ou 

plusieurs elements de ciblage, permettant d'assurer une transfection preferentielle 
vers des types cellulaires souhaites. Dans ce contexte, les elements de ciblage 
peuvent etre constitues de ligands de recepteurs specifiques, de recepteurs de 
ligands, d'anticorps ou fragments d'anticorps, etc. 

10 Pour un ciblage vers les cellules chondrocytaires, une composition preferee 

au sens de ^invention comprend en outre une ou plusieurs molecules possedant une 
affinite pour la membrane chondrocytaire. Parmi ces proteines, on peut mentionner 
notamment la proteine Chondroadherin, qui interagit avec une bonne affinite avec 
I'integrin alpha2 betal des chondrocytes (Camper L et al, 1997). II s'agit d'une petite 

15 proteine de 36 kDa riche en leucine. Cette proteine peut etre produite (par exemple 
dans un baculovirus recombinant), purifiee, et incorporee dans une composition 
(notamment un liposome) de I'invention. Uhydrophobicite de la proteine peut par 
ailleurs etre augmentee par adjonction d'une sequence de farnesylation en>C- 
terminal comme I'extremite Q-Ras4B (Leevers SJ et al, 1994; Stokoe D et al, 1994; 

20 Zlatkineet al, 1997). 

II est entendu que tout autre element de ciblage peut etre envisage, selon les 
applications recherchees. 

Par ailleurs, un autre objet de Tinvention reside encore dans une composition 
25 comprenant (i) un acide nucleique ou un vecteur tels que definis ci-avant et (ii) un 
activateur de PPAR, pour une utilisation simultanee, separee ou espacee dans le 
temps. 
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Comme indique ci-avant, les promoteurs hybrides component un element de 
reponse a un PPAR. Ce PPAR peut etre libere (ou induit) dans les cellules, par 
exemple en situation d'inflammation, ou egalement en presence d'activateurs 
exogenes (i.e., ajoutes ou administres). Dans ce contexte, I'expression « en vue 
5 d'une utilisation simultanee, separee ou espacee dans le temps » indique que le 
vecteur et I'activateur peuvent etre prepares separement, conditionnes separement, 
et utilises sequentiellement, pour permettre le controle de I'expression de I'acide 
nucleique d'interet. Typiquement, le vecteur et I'activateur sont conditionnes 
separement et utilises de maniere espacee dans le temps, la combinaison de ces 
10 differents elements dans une cellule, un tissu, un organe, etc. conduisant a I'effet de 
regulation ou d'amplification d'expression recherche. 

Selon le promoteur hybride ou les applications recherchees, differents types 
de ligands peuvent etre utilises, naturels ou synthetiques. Ainsi, il peut s'agir 
preferentiellement d'un activateur de PPARy et/ou d'un activateur de PPARP et/ou 
15 d'un activateur de PPARa. 

Les ligands activateurs des PPARy peuvent etre choisis parmi les ligands 
naturels et synthetiques. Comme ligands naturels, on peut mentionner les acides 
gras et les eicosanoides (par exemple I'acide linoleique, I'acide linolenique, le 9- 
HODE, le 5-HODE) et comme ligands synthetiques on peut mentionner les 
20 thiazolidinediones, telles que notamment la rosiglitazone (BRL49653), la 
pioglitazone ou la troglitazone (voir par exemple Krey G. et coll., Mol. Endocrinol., 
11 (1997) 779-791 ou Kliewer S. et Willson T., Curr. Opin. in Gen. Dev. 8 (1998) 
576-581), le compose RG12525 ou la 1 5 dioxy-A12-14 PGJ2. 

Les ligands activateurs des PPARa sont par exemple les fibrates tels que 
25 I'acide fibrique et ses analogues. Comme analogues de I'acide fibrique on peut 
mentionner notamment le gemfibrozyl (Atherosclerosis 114(1) (1995) 61), le 
bezafibrate (Hepatology 21 (1995) 1025), le ciprofibrate (BCE&M 9(4) (1995) 825), 
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le clofibrate (Drug Safety 11 (1994) 301), le fenofibrate (Fenofibrate Monograph, 
Oxford Clinical Communications, 1995), le clinofibrate (Kidney International. 44(6) 
(1993) 1352), I'acide pirinixique (Wy-1 4,643), I'acide 5,8,1 1 ,14-eicosatetranoique 
(ETYA), ou les agents anti-inflammatoires non streroTdiens (AINS) tels que 
5 IMbuprofene et I'indomethacine. Ces differents composes sont compatibles avec 
une utilisation biologique et/ou pharmacologique in vitro ou in vivo. 

Par ailleurs, les compositions selon I'invention peuvent comporter plusieurs 
activateurs de PPAR en association, et en particulier un fibrate ou un analogue de 
10 fibrate associe a un retinoTde. 

Ces differents ligands peuvent etre utilises a des doses conventionnelles, 
decrites dans I'art anterieur et illustrees dans les exemples. 

Les compositions selon Hnvention peuvent etre formulees dans tout type de 
15 materiel adapte, tel que tube, ampoule, poche, fiole, seringue, etc, et conservees au 
froid (ou congelees) ou sous forme lyophilisee. 

L'invention peut etre utilisee pour exprimer un gene dans differents types de 
cellules, de tissus ou d'organes, in vitro, ex vivo ou in vivo. En particulier, il peut 
s'agir d'une cellule, d'un tissu ou d'un organe mammifere, de preference humain, 
20 en particulier en etat d'inflammation. A titre illustratif, on peut citer les cellules 
chondroytaires (ou de la matrice osseuse) musculaires (ou un muscle), hepatiques 
(ou le foie), cardiaques (ou le coeur, la paroi arterielle ou vasculaire), nerveuses (ou 
le cerveau, la moelle, etc) ou tumorales (ou une tumeur). 

Preferentiellement, les constructions, compositions et procede de Invention 
25 sont utilises pour I'expression regulee d'un acide nucleique dans une cellule 
chondrocytaire in vitro, ex vivo ou in vivo. Les resultats presentes dans les 
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exemples illustrent plus particulierement les avantages de I'invention in vivo ou in 
vitro dans ce type de cellules. 

L'invention concerne egalement ('utilisation d'un vecteur tel que defini ci-avant 
pour la preparation d'une composition destinee a induire I'expression d'un gene dans 
5 un tissu en situation d'inflammation. Elle concerne egalement une methode pour 
Texpression dans gene dans un tissu en situation d'inflammation, comprenant 
Tadministration d'un vecteur ou d'une composition ci-dessus a un sujet. 

Avantageusement, il s'agit d'une utilisation ou d'une methode pour 
Texpression d'un gene dans un chondrocyte. 
10 L'invention concerne aussi ['utilisation des acides nucleiques, vecteurs ou 

compositions ci-avant pour le traitement de I'arthrose. 

Pour un usage in vitro ou ex vivo, les cellules peuvent etre mises en contact 
avec les compositions ou vecteurs de l'invention selon differents protocoles. Ainsi, 
les cellules en culture peuvent etre incubees directement avec les vecteurs ou 
15 compositions de l'invention, par exemple avec un vecteur comportant le promoteur 
hybride et un gene d'interet, le cas echeant en presence de I'activateur. De 
maniere alternative, les cellules peuvent etre incubees dans un premier temps avec 
le vecteur ou acide nucleique puis, dans un deuxieme temps (apres culture et 
eventuellement selection des cellules modifiees), I'activateur peut etre ajoute. Ces 
20 experiences peuvent etre realisees dans tout dispositif et milieu approprie, de 
preference en plaque, boite, flasque, en condition sterile. Les quantites de cellules, 
vecteur et ligand peuvent etre aisement adaptees par I'homme du metier, sur la 
base des informations fournies dans les exemples et de ses connaissances 
generales. 

25 Pour une utilisation in vivo, les cellules (ou organes, tissu, etc.) sont mises en 

contact par administration des acides nucleiques, vecteurs ou compositions in vivo, 
de maniere simultanee, separee ou espacee dans le temps. A cet effet, les 
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vecteurs, compositions ou acides nucleiques sont generalement administres par 
voie parenteral, en particulier intramusculaire, intraveineuse, 0 sous-cutanee, 
intradermique, intratumorale, intra-osseuse, intra-articulaire ou stereotaxique. Le 
choix du mode d'administration peut etre guide par Tappiication envisagee, le tissu 

5 cible et/ou le type de produit d'interet code par le transgene. Pour cette 
administration, les compositions de Tinvention peuvent comprendre tout agent 
favorisant la transfection cellulaire (polymere cationique, lipide, etc.). 

L'activateur peut etre administre avant, simultanement, ou apres les vecteurs 
ou acides nucleiques. A cet egard, Tadministration du ligand peut etre realisee par 

10 voie orale, anale, intraveineuse, intraperitoneal, intraoculaire ou intramusculaire, 
par exemple. 

Les doses utilisees peuvent etre adaptees par I'homme du metier, sur la base 
des donnees in vivo publiees dans la litterature. Ainsi par exemple, pour une forme 
non soluble dans Teau, des doses typiques de ligand tel que BRL 49653 sont 

15 comprises entre 5 et 50 mg/kg, par exemple 30 mg/kg, permettant d'obtenir une 
concentration plasmatique proche de 15pg/ml environ, au moins. Pour une forme 
hydrosoluble de ligand, dont la biodisponibilite est plus grande (par exemple un sel 
de maleate du BRL49653) les doses typiques sont plus faibles, generalement 
inferieures a 5 mg/kg, par exemple de 0,01 a 1 mg/kg. Ces doses peuvent bien 

20 evidemment etre adaptees par Thorn me du metier en fonction des constructions 
utilisees, des ligands utilises, et des applications et effets recherches. Par ailleurs, 
des administrations repetees de ligand peuvent etre realisees. 

De maniere generate, les doses de vecteur utilisees peuvent varier entre 0,01 
et 1000 pg f ou plus, selon les applications recherchees. 

25 

Dans une experience typique, un vecteur selon Tinvention est administre par 
voie locale (directement dans le tissu affecte, par exemple le siege de Tinflammation, 
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notamment par voie intra-articulaire) en presence cTun agent de transfection. Sous 
I'effet des mediateurs liberes par les cellules (PG2, IL1, LTB4, etc), une expression 
du gene d'interet est observee, qui peut etre stimulee ou amplifiee par administration 
d'un ou plusieurs ligand des PPAR, tels que definis ci-avant, ou en presence des 
5 PPAR endogenes. 

Ainsi, la liberation d'acide arachidonique et d'autres acides gras par les 
phospholipases A 2 aboutit a la synthese d'autres icosanoides et mediateurs 
lipidiques. Ces mediateurs activent les facteurs de transcription PPARs (Peroxisome 
Proliferator-Activated Receptors). Ces facteurs sont egalement actives par certains 

10 medicaments comme les fibrates hypolipemiants, les thiazolidinediones utilisees 
dans le diabete et les medicaments anti-inflammatoires non steroTdiens (AINS) 
(Lehmann JM et al, 1997). Les chondrocytes expriment les facteurs PPARoc et 
PPAR7(Bordji et al, J. Biol. Chem., sous presse). Les icosanoides (derives de I'acide 
arachidonique) comme les prostaglandines (PGE2, PGJ2) induisent le PPARy 

15 (Kliewer SA et al, 1995; Krey G et al, 1997) ; en particulier la prostaglandine 15 dioxy 
A12-14 PGJ2 est Tactivateur le plus puissant de PPARg. Le leucotriene LTB4 et les 
fibrates activent le PPARa (Devchand RP et al, 1996) et les acides gras longs 
activent les deux isoformes PPARa et y, 

20 Les resultats presentes dans les exemples illustrent les proprietes synergiques 

des promoteurs hybrides, en presence de deux signaux activateurs. 



25 



Uinvention concerne aussi toute cellule modifiee par mise en contact avec 
une composition ou un vecteur tels que definis ci-avant, notamment toute cellule 
mammifere, en particulier humaine, plus specifiquement de chondrocytes. 
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L'invention concerne aussi differents fragments du promoteur PLA2s tels que 
decrits ci-avant, qui sont utilisables par exemple pour conferer un caractere 
regulable a des promoteurs. 

5 La presente invention sera decrite plus en details a I'aide des exemples qui 

suivent qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

LEGENDE DES FIGURES 

10 Figure 1 : Representation schematique d'un promoteur hybride de l'invention 
controlant I'expression du TIMP1. 

Figure 2 : Analyse de liaison par retardement sur gel. Les sequences DR1, (DR1)2 
17 , (DR1)2 21 f (DR1)2 31 radiomarquees sont incubees avec 5 ou 10 jil d'extraits 
Cos-1 enrichis en PPAR7 et RXR. Les pistes 1, 4, 7, 10 correspondent a 5|il et les 
15 pistes 2, 5, 8, 11 a 10|al d'extraits. Les pistes 3, 6, 9 et 12 correspondent a 10jal 
d'extraits Cos-1 non transfectees. 

Figure 3 : Quantification de la radioactivite obtenue dans les bandes dimeriques, 
tetrameriques et la sonde libre (PPARy). 

Figure 4 : Quantification de la radioactivite obtenue dans les bandes dimeriques, 
20 tetrameriques et la sonde libre (PPARa). 

Figure 5 : Effet de la PGJ2 (inducteur du PPARy) et du Wy-14643 (inducteur du 
PPARct) sur les promoteurs synthetiques. 

Figure 6 : Les chondrocytes de lapin ont ete transfectes par le plasmide contenant 
Telement (DR1)2 21- (-247/+20)sPLA2-CAT. Les differents inducteurs sus-cites sont 
25 ajoutes au mileu de culture. 
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Figures 7A et 7B : Representation schematique de constructions dans lesquelles des 
elements du promoteur du collagene de type II capables de fixer les facteurs SOX 
ont ete integres respectivement en aval et en amont de la construction hybride 
(DR1)2 21 -promoteur de la sPLA2 HA. 

5 

MATERIELS ET METHODES 

1 - Cultures cellulaires et transfections. 

Les pattes anterieures et posterieures de lapines prepuberes (Fauve de 
Bourgogne) de 3 semaines sont dissequees. et decoupees dans des conditions 

10 steriles. Le cartilage est retire au scalpel puis les chondrocytes sont dissocies grace 
aux enzymes proteolytiques : hyaluronidase 0.05% pendant 15 minutes, Trypsine 
0.25 % pendant 30 minutes et collagenase 0.2% pendant 90 minutes. Enfin le milieu 
HAM's F12 est ajoute pendant 60 minutes. La suspension de chondrocytes est mise 
en culture dans des boTtes de 6 cm de diametre (150 000 cellules par boite) en 

15 presence d'un milieu HAM's F12 contenant 10% de serum de veau foetal. Dans ces 
conditions, les chondrocytes ont un phenotype differencie comme le demontre la 
production de collagene de type II. 

Quand ces cellules atteignent la pre-confluence (6 a 7 jours), elles sont 
transferees avec les differentes constructions en utilisant la methode de phosphate 
20 de calcium. 

2- Mesure des activites CAT et B-aalactosidase. 

L'activite CAT est mesuree selon la technique de double phase liquide selon 
Desbois et al (1992). Uactivite (3-galactosidase est mesuree dans le but de 
normaliser les variations de I'efficacite de transfection. 
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3- Preparation des proteines nucleaires et experiences de retard a 
I'electrophorese. 

Les cellules Cos-1 (fibroblastes de rein de singe transformes) sont 
transfectees selon la technique de phosphate de calcium sus-citee en utilisant 20 |ag 
5 des vecteurs d'expression du PPARy, PPAR a ou le RXR. Des cellules Cos-1 non 
transfectees serviront de temoin. 48 heures apres la transfection les cellules sont 
incubees avec un tampon contenant du KCI (0.45 M), du Tris-HCI (20 mM, pH=7.5) 
et 10% de glycerol. Elles sont detachees par grattage, puis cassees par 
refroidissement a -80°C et decongelation a 37°C. Ces cellules sont ensuite 
10 centrifugees a 15000 rpm, pendant 10 minutes et a 4°C. Le surnageant est ensuite 
congele a-80°C et utilise pour les experiences de retardement sur gel. 

4- Experiences de retardement sur gel . 

Les sequences DR1, (DR1)2 17, (DR1)2 21, et (DR1)2 31 sont 
15 radiomarquees grace au fragment Klenow de I'ADN polymerase en utilisant du dCTP 
a 32 P. Cent mille cpm (0.4 ng) des sondes radiomarquees sont incubes, pendant 30 
minutes et a 4°C, avec des quantites croissantes d'extraits Cos-1 enrichis en PPAR 
ou RXR (comme indique dans les legendes des figures) et avec un tampon de 
liaison specifique (KCI 100 mM, Hepes 40 mM, pH 7.5, NP40 0.1%, ZnCI 2 0.5 mM, 
20 PEG 8%). Le melange est ensuite depose sur un gel d'acrylamide/bisacrylamide 
(5%, TBE 0.25 X) et migre pendant 2 heures 30 a 200 volts. Le gel est ensuite seche 
et autoradiographic. 

5- Bioloqie Moleculaire 

25 Les methodes classiquement utilisees en biologie moleculaire telles que les 

extractions preparatives d'ADN plasmidique, la centrifugation d'ADN plasmidique 
en gradient de chlorure de cesium, I'electrophorese sur gels d'agarose, la 
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purification de fragments d'ADN par electroelution, la precipitation d'ADN 
plasmidique en milieu saiin par I'ethanol ou I'isopropanol, la transformation dans 
Escherichia coli sont bien connues de I'homme de I'art et sont abondamment 
decrites dans la litterature (Sambrook et coll., "Molecular Cloning, a Laboratory 
5 Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y., 1989). 
Les plasmides sont d'origine commerciale 

L'amplification enzymatique de fragments d'ADN par la technique d'ACP 
(Amplification en Chaine par la Polymerase) peut etre effectuee en utilisant un DNA 
thermal cycler™ (Perkin Elmer Cetus) selon les recommandations du fabricant. 
10 L'electroporation d'ADN plasmidique dans des cellules d' Escherichia coli peut 

etre realisee a I'aide d'un electroporateur (Bio-Rad) selon les recommandations du 
fabricant. 

La verification des sequences nucleotidiques peut etre effectuee par le 
methode developpee par Sanger et coll. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 74 (1 977) 
15 5463-5467) en utilisant le kit distribue par Applied Biosystems selon les 
recommandations du fabricant. 

EXEMPLES 

20 Dans la partie experimental qui suit ont ete decrites la construction et 

I'utilisation de plusieurs promoteurs hybrides de Tinvention, comprenant un element 
inductible notamment par NL1b et un element inductible par les icosanoides, les 
acides gras et les anti-inflammatoires non-steroTdiens (AINS). 

Le premier module comporte notamment la region [-247; +20] (par rapport au 
25 site d'initiation de la transcription de la sPLA2). Cette region contient la boite TATA 
et relement proximal (-114/-85) qui est indispensable a Tactivite transcriptionnelle et 
qui lie le facteur ubiquitaire Sp1. II comporte egalement le site C/EBP (-198/-190) 
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indispensable a la stimulation par NL-1p et Telement [-247/-210] qui amplifie 
Pactivite des facteurs C/EBP. de plus, ce module contient un element de reponse 
aux glucocorticoids capable de relayer une induction par ces hormones. 

Uaddition du deuxieme module vise a amplifier I'induction lors du processus 
5 inflammatoire par les mediateurs derives des acides gras produits par Inflammation 
(prostaglandines, leucotrienes) ou par des composes exogenes (fibrate, 
medicaments anti-inflammatoires non steroidiens-AINS). Ce module comporte un 
element de reponse aux PPARs (PPRE) situe en amont du premier module. 

10 EXEMPLE 1 : Construction d'elements de reponse aux PPAR 

Cet exemple decrit la construction et I'analyse fonctionnelle de plusieurs 
elements de reponse aux PPAR, utilisables dans les promoteurs hybrides de 
Tinvention. 

15 

1 -Elaboration d'une unite de reponse aux PPARs de haute affinite 

Afin d'obtenir une induction optimale par les ligands du PPAR, plusieurs 
arrangements de multimeres de PPRE ont ete imagines et synthetises. La sequence 
des ces regions est donnee ci-apres. 

20 L'element DR1 est le site consensus de liaison de Theterodimere PPAR/RXR. 

Les elements (DR1)2 17, (DR1)2 21 et (DR1)2 31 sont formes de deux DR1 separes 
centre a centre de 17, 21 et 31 paires de bases respectivement. 

DR1 (SEQ ID NO: 1) 
CAAAACT AGGTCA A AGGTCA 
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(DR1)2 17 (SEQ ID NO:2) 

CAAAACT AGGTCA A AGGTCA AAACT AGGTCA A AGGTCA 
(DRD2 21 (SEQ ID NO: 3) 

CAAAACT AGGTCA A AGGTCA t CAAAACT AGGTCA A AGGTCA 

5 (DRD2 31 (SEQ ID NO: 4) 

CAAAACT AGGTCA A AGGTCA tgtctttaggcc CAAAACT AGGTCA A AGGTCA 

2- Experiences de liaison 
2-1 liaison de PPARy 

Afin de verifier le caractere fonctionnel et I'efficacite des regions PPRE ci- 
10 dessus, des experiences de retardement sur gel ont ete realisees, consistant a 
etudier la liaison entre Tune des quatre sequences ci-dessus, prealablement 
radiomarquee, en presence de quantites croissantes (5 et 1 0 \x\) de proteines PPARy 
et RXR preparees dans les cellules Cos-1 (rapport PPARy/RXR=3 :1). Les resultats 
obtenus sont presentes sur la Figure 2. 

15 Ces resultats montrent que les sequences construites lient I'heterodimere 

PPAR/RXR. La sequence DR1 lie un complexe dimerique alors que les sequences 
(DR1)2 17, (DR1)2 21 et (DR1) 2 31 lient le complexe dimerique mais aussi un 
complexe, retarde, de haut poids moleculaire, qui correspondrait a un double 
heterodimere PPAR/RXR. Par ailleurs, les quantites des complexes dimerique et de 

20 haut poids moleculaire sont variables d'une sequence a I'autre. Ceci suggdre que 
ces trois sequences lient avec une cooperativite differente les complexes 
RXR/PPARy. 

Afin de savoir si les complexes obsen/es proviennent de la production de 
PPARy et de RXR dans les cellules Cos-1, ou bien de proteines presentent dans ces 
25 cellules, ces differentes sequences ont ete incubees avec des extraits de Cos-1 non 
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transfectees (10^x1). L'intensite des complexes formes avec ces extraits est tres 
faible, ce qui est en faveur de la production de proteines PPARy et RXR suite a !a 
transfection des cellules (Fig. 2). 

Dans le but d'etudier la cooperativite de liaison du PPAR/RXR sur ces 
5 differentes sequences, des experiences de retardement sur gel en mettant des 
quantites croissantes d'extraits Cos-1 enrichis en PPAR et RXR a 10|il), puis de 
quantification de la radioactivite obtenue, ont ete realisees. La formation du premier 
dimere PPAR/RXR est caracterisee par la constante de dissociation Kdll, celle du 
double dimere, ou tetramere, est caracterisee par la constante de dissociation KdlV. 
10 Le rapport Kdll/KdIV (R) est le reflet de la cooperativite de liaison s'il est superieur a 
1. 

Les differents complexes dimeriques, tetrameriques et la sonde libre ont ete 
quantifies grace a un Phosphorimager et representes dans la figure 3. Les rapports 
de cooperativite ont ete calcules grace a la formule sus-citee. Les sequences (DR1)2 
15 17 et (DR1)2 31 lient autant de forme dimerique et tetrameriques. Les rapport de 
cooperativite sont de 9 et 12.6 respect ivement. Cependant, la sequence (DR1)2 21 
presente un profil de liaison different. La forme dimerique ne forme que 20% de la 
liaison totale, alors que la forme tetramerique forme 80% de la liaison totale. Le 
rapport de cooperativite est de 34 +/- 1 1 . 

20 L'ensemble de ces resultats montre que les trois sequences utilisees lient de 

maniere cooperative le PPAR et le RXR. La sequence qui presente la meilleure 
cooperativite de liaison est le (DR1)2 21 . 

2-2 liaison de PPARql 
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Des experiences similaires ont ete realisees avec le PPARot. Le vecteur 
cT expression de IMsoforme adu PPAR a ete transfecte dans les cellules Cos-1. Des 
extraits totaux de ces dernieres ont ete prepares comme decrit dans le chapitre 
materiels et methodes. Des experiences de retardement sur gel en utilisant les 
5 quatre sequences radiomarquees et des quantites croissantes des extraits Cos-1 
enrichis en PPARoc et de RXR (rapport3/1) ont ete realisees. Les bandes 
correspondant aux formes dimeriques (D), tetrameriques (T) ou la sonde libre (S) ont 
ete decoupees du gel puis quantifies par un comptage sur un compteur a 
scintillation beta (Figure 4). Le modele thermodynamique decrit plus haut a ete 
10 applique dans le but de calculer les rapports de cooperativite de liaison de 
Theterodimere PPARcx/RXR aux differentes sequences etudiees. 

A la difference de ce que qui a ete observe avec le PPARy, les rapports de 
cooperativite obtenus avec les sequences (DR1)2 21 et (DR1)2 31 sont equivalents 
(R=11,2 et 1 1,6 respectivement). Le rapport de cooperativite obtenu dans le cas de 
15 I'element (DR1)2 17 est inferieur aux deux precedents (R=7). Dans ce cas aussi, les 
trois sequences synthetisees lient de maniere cooperative le PPARot, les sequences 
(DR)2 21 et (DR1) 2 31presentant la meilleure cooperativite de liaison. 

EXEMPLE 2 : Construction et analyse fonctionnelle d'un vecteur 
20 comprenant un promoteur hybride. 

Cet exemple decrit la construction de plasrnides comprenant un promoteur 
hybride de ['invention, et demontre ses proprietes deduction par differents 
mediateurs de Tinflammation. 

25 
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1) Construction des piasmides et essais fonctionnels 

Le fragment -247/+20 du promoteur de la sPLA2 IIA (SEQ ID NO : 5) a ete 
sous-clone en amont du vecteur rapporteur CAT du plasmide PUC-SH-CAT. En 
amont de ce promoteur les differentes sequences PPRE citees ci dessus (SEQ ID 
5 NO : 1 -4) ont ete inserees. 

Les chondrocytes de lapin ont ensuite ete transfectes par les constructions 
CAT contenant les differents arrangements de PPRE (DR1) places en amont du 
promoteur minimal de la SPLA2-IIA. La 15 deoxy A 12 * 14 PGJ2 (10^M) (activatrice du 
PPARy) ou le Wy-14643 (200 [iM) (activateur du PPARa) ont ensuite ete ajoutees au 
10 milieu de culture pendant 24 heures. Les resultats obtenus sont presentes sur la 
Figure 5. 

Les resultats montrent que le promoteur minimal (-247/+20) de la sPLA2-IIA, 
qui ne contient pas de sites PPRE connus, n'est pas active par la PGJ2 ou par le Wy 
14643. Cependant, les differents arrangement de DR1, sont actives a differents 

15 niveaux par les inducteurs du PPARyou du PPARa. On peut les classer dans I'ordre 
croissant suivant : DR1< (DR1) 2 17= (DR1) 2 3i< (DR1) 2 2i dans le cas du PPARy. En 
comparant les resultats de liaison aux resultats fonctionnels, on observe que la 
sequence (DR1) 2 21, qui a la meilleure cooperativite de liaison, presente la 
meilleure synergie fonctionnelle. 

20 Dans le cas du PPARa, Pordre d'inductibilite par le Wy-14643 est different de 

celui etablit dans le cas de la PGJ2. DR1< (DR1) 2 2 i< (DR1) 2 i 7 < (DR1) 2 31 . Les 
experiences de retardement sur gel ne sont pas en parfait accord avec les 
experiences de transfection transitoires. Les experiences de liaison ont montre que 
les sequences (DR1) 2 2 i et (DR1) 2 31 lient avec la meme cooperative le PPARa 

25 (R=11) alors que la sequence (DR1) 2 17 presente une cooperativite de liaison moins 
importante (R=7). 
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2- Effets combines de l'IL-1, des glucocorticoides et des inducteurs d 
PPARa (fibrates) et PPARy (15 dioxy A12-14 PGJ2) sur le promoteur 
synthetique : 

5 Des chondrocytes de lapin ont ensuite ete transfectes, soit avec le promoteur 

minimal de la SPLA2-IIA, soit avec la sequence (DR1) 2 21 placee en amont de ce 
dernier (promoteur hybride). La PGJ2 (10jiM) et/ou NL-1 (10ng/ml) sont rajoutees 
dans le milieu de culture. 

Les resultats obtenus sont presentes sur la Figure 6. Ces resultats montrent 
10 que NL-1 induit le promoteur de la sPLA2-IIA d'environ 6 fois. La prostaglandine J2 
ou le Wy-14643 n'ont pas d'effet sur ce promoteur (Resultats non montres). Dans le 
cas de la construction (DR)2 21-(-247/+20) SPLA2-CAT, L'IL-1 et la PGJ2 induisent 
ce promoteur de 4 fois. Les deux produits combines ont un effet synergique 
(induction par rapport a I'activite basale de 13 fois) (Fig 6). 

15 Ce meme type d'experience a ete realise avec le Wy-14643. Ce compose est 

un inducteur specifique du PPARa. Le Wy-14643 (200 p.M) active la transcription de 
la construction (DR)2 21-(-247/+20) SPLA2-CAT d'environ 3 a 4 fois. Ueffet de l'IL-1 
et du Wy-14643 combines est synergique (induction de 20 fois). 

Ueffet de la dexamethasone a par ailleurs teste sur le promoteur synthetique 
20 (-247/+20)-(DR1)2 21 -CAT, soit seule soit combinee a du Wy-16463, de la PGJ2, ou 
de IML-1. La dexamethasone active la transcription de ce promoteur d'environ 6 fois. 
Ces resultats montrent que les glucocorticoides circulants comme le Cortisol, ou bien 
administres lors d'un traitement peuvent activer ce promoteur hybride. 

Ueffet de certains medicaments anti-inflammatoires non steroTdiens comme 
25 Nndomethacine ou I'ibuprofene a egalement teste sur les promoteurs synthetiques. 




Les resultats obtenus montrent que rindom§thacine (10* 4 M) active d'environ cinq 
fois la contruction (DR1)2 21 -(-247/+20)-CAT alors que I'ibuprofene (10" 4 M) active 
de 17 fois ce promoteur. 

Enfin, les niveaux d'activites transcriptionnelles atteints par un promoteur viral, 
5 comme le promoteur RSV (Rous Sarcoma Virus), et celui du promoteur synthetique 
ont ete compares. L'activite transcriptionnelle basale du promoteur synthetique est 
faible, elle est inferieure a 5% de ('activite du promoteur viral RSV. Apres induction 
par les differents effecteur, le promoteur synthetique presente un niveau d'activite 
transcriptionnelle qui atteint 40% de celui de RSV (resultats non montres). Le 
10 promoteur construit selon la presente invention est done caracterise par une activite 
transcriptionnelle induite forte comparable aux vecteurs viraux utilises actuellement 
en therapie genique, et une activite basale faible. 

Conclusions 

15 

Des promoteurs synthetiques hybrides inducibles par les composantes de 
Inflammation, e'est a dire par les cytokines pro-inflammatoires comme l'IL-1 (3, ainsi 
que par les acides gras pro-inflammatoires, comme les prostaglandines ou les 
leucotrienes ont ete mis au point. De plus, les glucocorticoTdes, circulants ou 

20 administres localement, ainsi que les medicaments anti-inflarnmatoires non 
steroidiens, comme Tibuprofene ou rindomethacine, sont capables d'activer la 
transcription de ces promoteurs. Ces promoteurs constituent done un moyen 
efficace de moduler I'activite de genes en fonction de la prise ou non d'un traitement 
anti-inflammatoire. Ces caracteristiques permettent d'envisager un effet controlable 

25 (on/off) sur la synthese du gene-medicament. II est important de noter, que ce 
promoteur synthetique presente une activite basale tres faible, alors qu'il a une 
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activite transcriptionnelle induite par les stimuli endogenes ou exogenes d'une 
efficacite comparable aux vecteurs viraux. 



36 



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 

Amin AR, Attur M, Patel RN, Thakker GD, Marshall PJ, Rediske J, Stuchin SA, Patel IR, 
Abramson SB (1997) Superinduction of cyclooxygenase-2 activity in human osteoarthritis- 
5 affected cartilage. Influence of nitric oxide, J Clin Invest 99 (6): J 231 -J 237. 

Berenbaum F t Thomas G, Poiraudeau S, Bereziat G, Corvol MT, Masliah J (1994) Insulin- 
like gi-owth factors counteract the effect of interleukin 1 beta on type II phospholipase A, 
expression and arachidonic acid release by rabbit articular chondrocytes. FEBS Lett 340 (1- 
2): 51-55. 

10 Bingham C O. 3 rd , Murakami M., Fujishima K. Hunt J. Austen K. F., Arm J. P. (1996) A 
heparin-sensitive phospholipase A, and prosaglandin endoperoxide synthase-2 are 
functionally linked in the delayed phase of prostaglandin D2 generation in mouse bone 
marrow-derived mast cellls. J. Biol. Chem. 271: 25936-25944. 

Camper L, Heinegard D t Lundgren-Akerlund E (1997) Integrin alpha2betal is a receptor for 
1 5 the cartilage matrix protein chondroadherin, J Cell Biol ; 1 38(5): 1 159-6 

Chevalier, X. Physiopathologie de Varthrose. (1998) La Presse Medicale. 27(2). 75-92. 

Clark JD, Lin LL, Kriz RW, Ramesha CS, Sultzman LA, Lin AY, Milona TV, Knopf J (1991) A 

novel arachidonic acid-selective cytosolic PLA 2 contains a Ca 2 * dependent translocation 

domain with homology to PKC and GAP. Cell 65: 1043-1051. 
20 Dean, J, Martel-Pelletier, J, Pelletier, JP, et al. Evidence for metalloprotease and 

metalloprotease inhibitors imbalance in human osteoarthritic cartillage. Arthritis Rheum. 

1990, 33, 1466-76 

Desbois C, Masse T, Madjar JJ. (1992) Optimization of the CAT assay procedure by 
determining the initial rate of the enzymatic reaction. Trends Genet; 8 : 300-30 
25 Devchand, RP, Keller, H, Peters, JM, Vazquez, M, Gonzalez, FJ, Wahli, W. The PPAR ?- 
leukotriene B4 pathway to inflammation control. (1996) Nature, 384, 39-43. 
Di Battista J A, Dore S, Martel-Pelletier JP (1996) Prostaglandin E2 stimulates incorporation 
of proline into collagenase digestible proteins in human articular chondrocytes: identification 



37 



of an effector autocrine loop involving insulin-like growth factor L Mol Cell Endocrinol 123: 
27-35. 

Ceng Y, Blanco FJ, Cornelisson M, Lotz M (1995) Regulation of cyclooxygenase-2 expression 
in normal human articular chondrocytes. J Immunol 155 (2): 796-801 

Guingamp C, Gegout-Pottie, Philippe L, Terlain B, Netter P. Gillet P. (1997) Mono- 
iodoacetate-induced experimental osteoarthritis. Arthritis Rhumatism. 40: 1670-1679. 
Hornebeck W, Lafuma, C. Les metalloproteinases matricielles. (1990) C R Soc bioL 185, 
1466-76 

Hulkower KI, Hope WC, Chen T, Anderson CM, Coffey JW, Morgan DM (1992) Interleukin- 
1? stimulates cytosolic phospholipase A : in rheumatoid synovial fibroblasts. Biochem. 
Biophys. Res. Commun. 184: 712-718. 

Jacques, C. Bereziat, G, Humbert, L., Olivier, J. L., Corvol, M. T., Masliah, J., and 
Berenbaum, F. (1997). Posttranscriptional effect of insulin-like growth factor-I on 
interleukin-1 beta-induced type Il-secreted phospholipase A 2 gene expression in rabbit 
articular chondrocytes. J Clin Invest 99, 1864-72. 

Jpenberg AI, Jeannin E t Wahli W, Desvergne B. (1997) Polarity and specific sequence 
requirements of peroxisome proliferator-activated receptor (P PAR) /retinoid X receptor 
heterodimer binding to DNA. 

Kim Y, Fischer SM (1998)Transcriptional regulation of cyclooxygenase-2 in mouse skin 
carcinoma cells. Regidatoty role of CCAAT/enhancer-binding proteins in the differential 
expression of cyclooxygenase-2 in normal and neoplastic tissues. J Biol Chem 
16;273(42):27686-9 

Klapisz E, Ziari M, Wendum L, Koumanov K, Brachet C,-Ducos, Olivier JL, Bereziat 
GTrugnan G, Masliah J (1999) N- and C-terminal plasma membrane anchoring modulate 
differently agonist-induced activation of cytosolic phospholipase A2 (publication en cours). 
Kliewer, SA, Lenhard, JM, Wilson, TM, Patel, I, Morris, DC, Lehmann, JM. A prostaglandine 
J2 metabolite binds peroxisome proliferator-activated receptor ? and promotes adipocyte 
differentiation. (1995) Cell. 83, 813-819 




Knott I, Dieu M, Burton M, Houbion A, Remade J, Raes M (1994) Induction of 
cyclooxygenase by interleukin 1: comparative study between human synovial cells and 
chondrocytes. J Rheumatol 21 (3): 462-466. 

Kreiss P, Scherman D (1999) Optimisation des plasmides et des vecteurs synthetiques pour la 
5 therapie genique. Medecine/Sciences, 15 : 669-676 

Krey, G, Braissant, O, L 'Horset, F, Kalkhoven, E, Perroud, M, Parker, MG, Wahli, W. Fatty 
acids, eicosanoids t and hypolipidemic agents identified as ligands of peroxisome proliferator- 
activated receptors by coactivator-dependent receptor ligand assay. (1997) Moi Endocrinol. 
11, 779-791. 

10 Kuwata H., Nakatani K, Murakami M. & Kudo 1. (1998) Cytosolic phospholipase A 2 is 
required for cytokine-induced expression of type 11A secretory phospholipase A 2 that mediates 
optimal cyclooxygenase-2-dependent delayed prostaglandin E2 generation in rat 3Y1 
fibroblasts. J. Biol. Chem. 273: 1733-40. 

Leevers SJ, Paterson HF, Marshall CJ (1994) Requirement for Ras in Raf activation is 
15 overcome by targeting Raf to the plasma membrane. Nature 369 \ 411-414. 

Lefebvre, V & de Crombrugghe, B. Toward understanding SOX9 function in chondrocyte 
differentiation. Matrix Biol. 16, 529-540 

Lefebvre, V, Huang, W t Harley, VR, Goodfellow, PN & de Crombrugghe, B. SOX9 is a potent 
activator of the chondrocyte-specific enhancer of the pro alphal(II) collagen gene. (1997) 
20 Mol Cell. Biol. 17, 2336-2346 

Lehmann JM, Lenhard JM, Oliver BB, Gordan MR, Kliewer SA. (1997). Peroxisome 
Proliferator-activated receptord a and are ectivated by indomethacin and other non-steroidal 
anti-inflammatory 3 drugs. J. Biol. Chem. 272:3406-3410. 

Lin M K., Farewell V., Vadas P., Bookman A. A., Keystone E. C, Pruzanski W. (1996) 
25 Secretofy phospholipase A2 as an index of disease in rheumatoid arthritis. Prospective 
double blind study of 212 patients. J. Rheumatol. 23: 112-1166. 

Makihira S, Yan W, Ohno S, Kawamoto T, Fujimoto K t Okimura A, Yoshida E, Noshiro M, 
Hamada T, Kato Y. Enhancement of cell adhesion and spreading by a cartilage-specific 




noncollagenous protein, cartilage matrix protein (CMP/Matrilin- 1), via integrin alphalbetal. 
(1 999) J Biol Chern , 274(16): 1 1417-2 

Mukhopadhyay, K, Lefebvre V, Zhou, G, Garofalo, S, Kimura, JH and de Crombriigghe, B, 
Use of a new rat chondrosarcoma cell line to delineate a 1 19-base pair chondrocyte-specific 
5 enhancer element and to define active promoter segments in the mouse pro-alpha 1 (II) 
collagen gene (1995) J. Biol Chem. 270, 27711-19. 

Nevalainen TJ, Marki F, Kortesuo PT, Grutter MG, Di Marco S, Schmitz A (1993) Synovial 
type (group II) phospholipase A 2 in cartilage. J Rheumatol 20 (2): 325-330. 
Pruzanski W,, Albin-Cook K. t Laxer R. M., MacMillan J., Stefanski E,, Vadas P., and 
10 Silverman E. D. (1994) Phospholipase A : in juvenile rheumatoid arthritis: Correlation to 
disease type and activity. J. Rheumatol. 21: 1951-1954. 

Schoonjans, K, Staels, B, Auwrex, J. The peroxisome proliferator activated receptors (PPARs) 
and their effects on lipid metabolism and adipocyte differentiation. (1996) Biochem. Biophys. 
Acta. 1302, 93-109. 

1 5 Seilhamer J J, Pruzanski W, Vadas P., Plant S, Miller J A, Kloss J, Johnson LK (1989) Cloning 
and recombinant expression of phospholipase A 2 present in rheumatoid arthritic synovial 
fluid. J. Biol. Chem. 264: 5335-5338. 

Stokoe D, Macdonald SG, Cadwallader K, Symons M, Hancock JF (1994) Activation of Raf 
as a result of recruitment to the plasma membrane. Science 264, 1463-1467. 
20 Thomas B, Humbert L, Crofford L, Biu X, Berenbaum F, Olivier JL. Critical role of C/EBPb 
and C/EBP$ factors in the stimulation of cyclooxygenase-2 gene transcription by 
interleukine-l$ in primary culture chondrocyte (publication en cours). 

Zhou, G, Garofalo, S, Mukhopadhyay, K, Lefebvre, V, Smith, CN, Eberspaecher, H and de 
Crombriigge, B. A 182 bp fragment of the mouse alpha 1 (II) collagen gene is sufficient to 
25 direct chondrocyte expression in transgenic mice (1995) J. Cell, Sci. 108, 3677-84, 

Zlatkine P, Mehul B, Magee AI (1997) Retargeting of cytosolic proteins to the plasma 
membrane by the Lck protein tyrosine kinase dual acylation motif J. Cell. Science 110, 673- 
679. 




REVENDICATiONS 

1 . Promoteur hybride cornprenant : 

a) un element de reponse a un PPAR et 
5 b) tout ou partie du promoteur du gene PLA2s. 

2. Promoteur selon la revendications 1, caracterise en ce que I'element (a) de 
reponse a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de liaison du PPAR. 

10 3. Promoteur selon la revendication 2, caracterise en ce que ['element (a) de 
reponse a un PPAR comprend un ou plusieurs sites de sequence SEQ ID NO:1 ou 
de variants fonctionnels de cette sequence. 

4. Promoteur selon la revendication 3, caracterise en ce que I'element (a) de 
15 reponse a un PPAR comprend la sequence SEQ ID NOI, 2, 3 ou 4 ou un variant 

fonctionnel de celles-ci. 

5. Promoteur selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que I'element b) comprend tout ou partie de la sequence SEQ ID NO: 5. 

20 

6. Promoteur selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que I'element b) comprend au moins une partie du promoteur PLA2s 
conferant I'induction par rinterleukine-1 p. 

25 7. Promoteur selon la revendication 5 ou 6, caracterise en ce que I'element (b) 
comprend au moins les residus 51 a 61 de SEQ ID NO :5. 
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8. Promoteur selon la revendication 5 ou 6, caracterise en ce que I'element (b) 
comprend au moins les residus 5 a 170 de SEQ ID NO :5. 

9. Promoteur selon la revendication 5 ou 6, caracterise en ce que ('element (b) 
comprend au moins les residus 51 a 170 de SEQ ID NO :5. 

10. Promoteur selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce que I'element a) est positionne en amont (en 5') de I'element (b). 

11. Promoteur selon Tune quelconque des revendications precedentes, caracterise 
en ce qu'il comporte en outre un element c) conferant une specificite tissulaire. 

12. Promoteur selon la revendication 11, caracterise en ce que I'element c) confere 
une specificite pour les cellules chondrocytaires, et notamment en ce qu'il 
comprend tout ou partie de la sequence SEQ ID NO :7 ou d'un variant de celle-ci. 

13. Acide nucleique comprenant un promoteur hybride selon Tune des 
revendications 1 a 12 et un gene d'interet. 

14. Acide nucleique selon la revendication 13, caracterise en ce que le gene 
d'interet est un gene codant pour un produit anti-inflammatoire. 

15. Vecteur comprenant un promoteur hybride selon Tune des revendications 1 a 
12 ou un acide nucleique selon Tune des revendications 13 ou 14. 

16. Vecteur selon la revendication 15, caracterise en ce qu'il s'agit d'un plasmide. 



Feuills avant rectification 



17. Composition comprenant un acide nucleique selon Tune des revendications 13 
ou 14 ou un vecteur selon la revendication 15. 

18. Composition comprenant (i) un acide nucleique selon Tune des revendications 
13 ou 14 ou un vecteur selon la revendication 15 et (ii) un activateur de PPAR, pour 
une utilisation simultanee, separee ou espacee dans le temps. 

19. Composition selon la revendication 18, caracterisee en ce que r activateur de 
PPAR est un activateur de PPARy. 

20. Composition selon la revendication 18, caracterisee en ce que I'activateur de 
PPAR est un activateur de PPARct. 

21. Acide nucleique comprenant une sequence choisie parmi SEQ ID NOS :2-4. 

22. Acide nucleique comprenant la sequence SEQ ID NO :6. 

23. Utilisation d'un vecteur selon la revendication 15 pour la preparation d'une 
composition destinee a induire I'expression d'un gene dans un tissu en situation 
d'inflamrnation. 

24. Utilisation d'un vecteur selon la revendication 15 pour la preparation d'une 
composition destinee a induire 1'expression d'un gene dans un chondrocyte. 

25. Cellule modifiee par mise en contact avec une composition selon Tune des 
revendications 1 a 15 ou un vecteur selon Tune des revendications 16 a 19. 



m 

42 peuille rectify 

17. Composition comprenant un acide nucleique selon Tune des revendications 13 
ou 14 ou un vecteur selon la revendication 15. 

18. Composition comprenant (i) un acide nucleique selon Tune des revendications 
5 13 ou 14 ou un vecteur selon la revendication 15 et (ii) un activateur de PPAR, pour 

une utilisation simultanee, separee ou espacee dans le temps. 

19. Composition selon la revendication 18, caracterisee en ce que I'activateur de 
PPAR est un activateur de PPARy. 

10 

20. Composition selon la revendication 18, caracterisee en ce que I'activateur de 
PPAR est un activateur de PPARa. 

21. Acide nucleique comprenant une sequence choisie parmi SEQ ID NOS :2-4. 

15 

22. Acide nucleique comprenant la sequence SEQ ID NO :6. 

23. Utilisation d'un vecteur selon la revendication 15 pour la preparation d'une 
composition destinee a induire I'expression d'un gene dans un tissu en situation 

20 d'inflammation. 

24. Utilisation d'un vecteur selon la revendication 15 pour la preparation d'une 
composition destinee a induire Texpression d'un gene dans un chondrocyte. 



25 25. Cellule modifiee par mise en contact avec une composition selon Tune des 
revendications 17 a 20 ou un vecteur selon la revendication 15 ou 16. 
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